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Comparison of Collagen-coated Polyethylene Terephthalate
Disc Plate and Shell Vial Culture Method for
the Isolation of Chlamydophila pneumoniae 
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Background: Chlamydophila pneumoniae is one of 
the major respiratory infectious pathogens and can 
be accurately diagnosed by cell culturing. The author 
performed this study to compare the usefulness of 
the collagen-coated polyethylene terephthalate (PET) 
disc culture method and that of the shell vial method.
Methods: Twenty-nine sputums and 17 blood speci-
mens collected from 46 patients for C. pneumoniae 
culture were inoculated into HeLa-229 cell mono-
layers cultured in shell vials and polyester plates. 
After incubation, they were stained using the indirect 
immunofluorescent method with genus-specific 
FITC-conjugated anti-chlamydia antibody. When both 
results were inconsistent, microimmunofluorescence 
results were used.
Results: HeLa-229 cells successfully formed mono-
layers in shell vials and collagen-coated PET plates 
in all cases. Positive inclusion bodies in HeLa-229 

cells of shell vials and PET plates for C. pneumoniae 
culture were similarly stained with the indirect im-
munofluorescent method. Both methods showed con-
sistent results with 20 positive and 22 negative 
cases. The total agreement between the PET plate 
and shell vial was excellent (91.3%, k=0.826).
Conclusion: The collagen-coated PET disc culture 
method showed highly consistent results with that of 
the shell vial method, and no technical differences 
were experienced between the two methods. 
Therefore, the author concluded that the shell vial 
method could be replaced by the PET plate method 
for detection of C. pneumoniae. (Korean J Clin 
Microbiol 2010;13:73-78)
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서      론

  Chlamydiae는 peptidoglycan 층이 없는 그람 음성 간균이다. 
감염형인 기본체(elementary body)와 증식형인 망상체(reticulate 
body)의 형태로 세포 내에서만 생존과 증식을 하는 독특한 생활

사를 가진다[1]. 그렇기 때문에 다른 감염균과는 달리 진단을 위

한 균 배양이 매우 어렵다. Chlamydia 속은 1999년 16S와 25S 
라이보솜 유전자의 염기서열 분석을 통해 Chlamydia와 

Chlamydophila 두 가지로 재분류되었다. 이에 따라 Chlamydia 
trachomatis는 속명이 바뀌지 않고, Chlamydia pneumoniae와 

Chlamydia psittaci는 Chlamydophila로 속명이 바뀌게 되었다[2]. 
  C. pneumoniae는 Chlamydia 종들 중에서 세 번째로 명명되었

으며 C. trachomatis, C. psittaci와 달리 서양배 모양(pear shape)

의 기본체에 넓은 원형질막 주위공간(periplasmic space)과 작

은 원형 구조(miniature body)를 가진다[3]. C. pneumoniae는 호

흡기 감염의 중요한 원인균 중 하나로 지역사회획득 폐렴의 10
∼15%를 차지하는 것으로 보고되고 있으며[4] 20세까지 성인

의 50%에서, 60∼70세에는 70∼80%까지 항체 양성률을 보이

고 재감염이 흔한 것으로 알려져 있다[5]. 최근 동맥경화증[6], 
다발성 경화증[7], 알츠하이머 병[8], 반응성 관절염[9], 천식

[10]과의 관련성이 알려지면서 관심이 증가하고 있다.
  C. pneumoniae 진단을 위해 혈청학적 방법과 polymerase 
chain reaction (PCR), 세포 배양법 등의 방법이 이용되고 있다

[11,12]. 혈청학적 방법은 C. pneumoniae 특이 항체를 검출하는 

것으로 microimmunofluorescence (MIF) 검사가 추천되고 있다. 
그러나 여러 Chlamydia 종간의 교차 반응, 회복기 혈청의 필요, 
후향적 진단 방법이라는 점, 성인에서 IgG 항체의 양성률이 높

고 재감염에서 IgM 항체가 검출되지 않는 점 등의 문제가 있다. 
PCR법은 신속한 검사로 상품화된 키트가 있어 쉽게 사용할 수 

있고, Centers for Disease Control and Preventation 등의 권고사

항을 보면 4가지 PCR 검사법이 신뢰성을 인정받았지만[11], 연
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Fig. 1. (A) Shell vial and round 
cover glass (12 mm). The cover-glass
is located onto the bottom of the 
shell vial. (B) Collagen-coated polye-
thylene terephthalate (PET) plate 
(4-well) and PET disc (15 mm). The 
PET discs are located onto the 
bottoms of the wells. 

구마다 다양한 민감도와 특이도를 보여주고 있으며 오염으로 

인한 위양성과 위음성 결과 때문에 임상에서의 적용을 위해 연

구가 더 필요한 실정이다. 세포 배양법은 표준 진단 방법으로 

활용되고 있지만 검사법이 매우 복잡하여 숙련된 기술과 많은 

경험을 요하고 민감도가 낮으며 C. pneumoniae 봉입체와 형광

염색 후 생긴 인공물(artifact) 간의 구별이 어려운 단점이 있다. 
  아직까지 C. pneumoniae 감염 진단을 위한 표준화된 검사 방

법(gold standard)이 없는 상태로, C. pneumoniae의 배양이 어렵

기 때문에 급성기와 회복기 혈청을 이용해 특이 항체를 검출하

는 방법이 가장 유용하게 사용되고 있다[11,12]. 그러나 무엇보

다도 정확한 진단을 위해서는 호흡기 검체 뿐 아니라 만성 질

환과의 연관성을 알아보기 위해 다양한 검체의 세포 배양을 통

해 C. pneumoniae를 확인하는 것이 중요하므로 이에 대한 다양

한 연구가 필요하다. 
  저자의 병원 검사실에서는 세포주로 HeLa-229 세포를 이용

하여 shell vial 내 둥근 cover glass 위에 단층세포(monolayer)
를 만든 후 검체를 접종하여 C. pneumoniae 배양을 실시하고 

있다. 최근 콜라겐이 코팅된 polyethylene terephthalate (PET) 
디스크를 polyester plate 용기에 넣어 사용하는 제품(CorePath, 
Daegu, Korea)이 개발되어 세포 배양에 이용되고 있다. PET 디
스크는 투명하고 평탄하여 세포의 배양을 직접적으로 관찰할 

수 있고 세포의 부착을 향상시켜 탈락을 줄여주며 부드러운 재

질로 되어 있어 다양한 염색이나 후속 검사를 위해서 disc를 여

러 개로 절단하여 이용 가능한 장점이 있다. 또한 세포를 배양

한 후 cryovial에 넣어 질소 탱크에 보관하였다가 필요시에 세

포를 해동하여 사용할 수 있다.
  이에 저자는 C. pneumoniae를 검출하는데 PET 디스크 plate
를 유용하게 이용할 수 있는지 알아보고 기존의 방법과 비교하

기 위해 본 연구를 실시하였다. 

대상 및 방법 

1. 연구 대상 

  2007년 12월부터 2008년 5월까지 기침, 객담, 호흡곤란 등의 

호흡기 증상을 주소로 본원에 내원하여 C. pneumoniae 배양이 

의뢰된 환자 중에서 검체 채취 용기가 부적합하거나 검체가 오

래 방치되거나 오염된 경우와 배양 과정 중에 오염이 의심되는 

경우를 제외한 46명을 대상으로 하였다. 그 중 29명은 객담을 

검체로 사용하였고, 17명은 혈액을 검체로 사용하였다. 대상자

들은 남자 30명, 여자 16명이었고, 나이는 22세에서 91세 사이

였으며 평균 64.9세였다. 
  배양을 위해 shell vial과 PET 디스크 plate (4-well)를 이용하

였고(Fig. 1), 결과가 상이한 경우 MIF 결과를 비교하였다. 

2. 방법

  1) 검체 처리: 객담은 오염되지 않도록 조심해서 채취한 후 

신속히 검사실로 운반해 sucrose phosphate glutamate (SPG) 수
송 배지에 넣은 후 사용하였다. EDTA를 사용한 혈액은 

Ficoll-Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)에 

중첩시켜 원심분리한 후 단핵세포를 분리하여 SPG 수송 배지에 

넣어 준비하였다. 24시간 이내에 검사를 실시하지 못할 경우에

는 위와 같이 검체를 처리하여 SPG 수송 배지에 넣어 −70oC 
냉동고에 보관하였다[13]. 
  2) 세포 배양: C. pneumoniae를 배양하기 위한 세포주는 

HeLa-229 세포를 이용하였다. 25 cm2 culture flask (Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)에서 배양된 HeLa-229 세
포의 단층을 도립위상차 현미경(inverted phase-contrast micro-
scope, Olympus IM, Tokyo, Japan)으로 확인하였다. 
  Culture flask에 배양된 세포를 trypsin 1 mL를 사용하여 분리

한 후 shell vial과 PET 디스크 plate에 세포부유액(1.5×105/mL)
과 성장 배지를 넣어 5% CO2, 37oC에서 48시간 동안 배양하여 

단층세포를 만들었다. 성장 배지는 RPMI에 10% fetal calf se-
rum을 첨가하여 만들었다. SPG에 들어있는 검체는 vortex mix-
er로 1분간 진탕한 후 200 xg로 10분간 원심분리하여 상청액 

0.3 mL를 배양된 단층세포에 접종하였다. 그리고 검체를 접종

한 shell vial과 polyester plate를 2,000 xg에서 1시간 동안 원심

분리한 후 유지 배지 1 mL를 넣어 다시 5% CO2, 37oC에서 72
시간 동안 배양하였다. 배양 유지 배지는 RPMI, 2% fetal calf 
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Fig. 2. A monolayer of HeLa-229 
cells with the unoccupied surface 
and cell boundary and the condensed
nuclear chromatin using inverted 
phase-contrast microscopy (×400).
The HeLa-229 cells were cultivated 
at 37oC with 5% CO2 in shell vial 
(A) and collagen-coated polyethylene
terephthalate (PET) plate (B).

Fig. 3. Positive inclusion bodies in shell vial (A) and collagen-coated polyethylene terephthalate (PET) plate (B) stained with indirect 
immunofluorescent method using genus-specific FITC-conjugated anti-chlamydia antibody (×200). 

serum과 cycloheximide (1μg/mL)를 이용해 만들었다. 검사 시

마다 양성 대조 검체를 표준 균주(TWAR-183)를 사용해서 동

시에 배양하였다.
  3) 면역형광염색 및 결과 판독: 간접면역형광염색을 하기 위

해 배양이 끝난 후 배지를 버리고 100% methanol을 이용하여 세

포를 고정시킨 후 Chlamydia genus-specific monoclonal antibody 
(한양대학교 제조) 0.2 mL를 첨가하여 37oC에서 40분간 항온 처

리하였다. Shell vial과 PET 디스크 plate에서 각각 cover glass와 

PET disc를 조심스럽게 꺼내 5회 세척하여 슬라이드 위에 올려

놓고 polyclonal rabbit anti-human IgG/FITC (DakoCytomation, 
Glostrup, Denmark)를 30μL 첨가하여 37oC에서 45분간 항온 

처리한 후 형광현미경으로 봉입체를 관찰하였다. 형광염색된 

봉입체가 한 개 이상 있으면 양성으로 판정하였다. 
  4) 통계: 통계분석 프로그램은 SPSS version 12.0 (SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA)를 이용하였다. 두 검사 간 양성률 비교는 

McNemar 검정으로, 일치율은 카파값으로 분석하였다. 

결      과

1. HeLa-229 세포 배양 결과 비교

  HeLa-229 세포단층은 모든 shell vial의 cover glass와 PET 디
스크에서 관찰되었다. 48시간 배양 후 크고 불규칙한 모양의 

세포질을 가진 세포들이 무리 지어 바닥에 붙어 70∼80% 정도

의 세포단층을 형성하였다(Fig. 2).

2. C. pneumoniae 배양 결과 비교 

  모든 검사의 양성 대조군에서 양성 결과를 확인하였다. 양성

인 경우 세포질 내에 하나의 둥근 봉입체가 형광 염색되었다

(Fig. 3). 
  46검체 중 shell vial 배양검사에서 양성은 22검체로 47.8%의 

양성률을 보였고, PET plate를 이용한 경우에서도 22검체가 양

성으로 47.8%의 양성률을 보여 두 검사 간 양성률이 동일하였

다. 두 검사법에서 판정이 일치하는 경우는 양성 20예와 음성 
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Table 1. Comparison of collagen-coated polyethylene terephthalate 
(PET) plate and shell vial culture method for detection of C. 
pneumoniae

Shell vial Shell vial Total 
(＋) (−) 

PET plate (＋) 20  2 22
PET plate (−)  2 22 24

Total 22 24 46

22예, 총 42예로 91.3%의 일치율을 보였으며 카파값 0.826로 

매우 우수한 일치도를 나타내었다(Table 1). 검체별로 분류해 

보면, 객담 29검체 중에서 shell vial 양성은 15예, PET plate 양
성은 16예이었고 혈액 17검체 중에서는 shell vial 양성은 7예, 
polyester plate 양성은 6예로, 각 검체별로 두 검사의 양성률은 

차이가 없었다(P=1.0). 
  두 검사 간 판정이 달랐던 경우는 shell vial에서 양성이면서 

PET plate에서 음성인 경우가 2예, shell vial에서 음성이면서 

PET plate에서 양성인 경우가 2예였다. 배양 결과를 MIF 결과

와 비교해 보면, 전자의 경우 모두 IgM 1:16으로 양성 소견을 

보였으며 후자의 경우 한 명은 IgM 1:16으로 양성, 다른 한 명

은 IgM 1:8 미만으로 음성 소견을 보였다. 

고      찰

  Chlamydiae는 편성 세포 내 기생성 세균(obligate intracellular 
bacterial pathogen)으로, 이와 같이 세포 내에서 생존하고 증식

하는 세균과 바이러스의 검출을 위해서는 세포 배양법을 사용

하여야 한다[14]. 전통적인 세포 배양은 유리나 플라스틱 시험

관의 한쪽 벽면에 세포 단층을 만들고 검체를 접종시켜 계속 

배양하면서 세포변성 효과(cytopathic effect)를 관찰하는 것이

다. Shell vial 배양법은 전통적인 세포 배양의 변형 검사법으로 

coverslip이 들어있는 shell vial 튜브에 적절한 세포주의 단층을 

만들고 검체를 접종시킨 후 면역형광염색을 하여 봉입체를 확

인하는 것이다. 주로 사용되는 coverslip은 얇은 유리로 만들어

져 있어 미끄럽고 깨지기 쉬워 다루기가 쉽지 않다. 
  세포 배양법은 살아있는 세포에 검체를 접종해야 하기 때문

에 일반 세균 배양보다 쉽지 않고, 특히 C. pneumoniae는 C. 
trachomatis에 비해 배양하기가 어렵다고 알려져 있다[15]. 균
의 감염 부위에 쉽게 접근할 수 없기 때문에 실제 사용하는 검

체에 균이 적거나 없을 수 있고, 검체 수송 과정에서 쉽게 비활

성화되며 균의 성장 속도가 느려 2회 이상의 계대배양을 실시

하여야 봉입체를 확인할 수 있기 때문이다.
  지금까지 효과적인 C. pneumoniae 배양을 위해 여러 연구가 

시도되었다. Kuo와 Grayston[15]은 DEAE-dextran으로 전처리

한 HeLa-229 세포를 이용해 배양 온도를 37oC가 아닌 35oC에 

맞추고, 원심분리와 cycloheximide가 포함된 배지를 사용하여 

감염력을 증가시켰으며, Maass 등[16]은 human line (HL) 세포

에 serum-free media를 사용해 배양하니 봉입체 수가 증가하는 

것을 보고하였으며, Pruckler 등[17]과 Tjhie 등[18]은 배양 시

간을 늘리고 추가 원심분리하여 결과를 향상시켰다. Kazuyama 
등[19]의 연구에서는 trypsin이나 EDTA로 전처리한 HL 세포에

서 봉입체가 증가하였고, Roblin 등[20]과 Kim 등[13]은 다양한 

세포주 중 HEp-2 세포가 가장 우수한 감염력을 보였다고 보고

하였다. 아직까지 배양 수율이 좋지 않고 표준화된 배양 방법

도 없는 실정이지만, HEp-2 세포나 HL 세포를 fetal calf serum
이 포함된 배지로 배양 후 검체를 접종, 원심분리를 시행하고 

cycloheximide가 포함된 배지로 5% CO2, 35oC에서 배양한 다

음 genus-specific monoclonal antibody로 염색하여 판독한 후 

species-specific monoclonal antibody로 염색해서 확진하되 2회 

계대배양을 하도록 권고하고 있다[11]. 
  본 연구에서는 C. pneumoniae 검출을 위해 shell vial과 PET 
plate를 이용해 세포 배양법을 실시하였는데, HeLa-229 세포를 

48시간 배양 후 shell vial의 cover glass와 PET plate의 PET 디
스크 위에 70∼80%의 세포단층이 형성되었음을 확인할 수 있

었고, 양성인 경우 세포질 내에 하나의 둥근 봉입체가 형광 염

색되었다. 결과 판정에서도 47.8%로 동일한 양성률을 나타냈

고, 전체 91.3%의 우수한 결과 일치율을 보였다. 또한 배양을 

실시하면서 plate와 disc를 다루는 데에도 크게 어려움이 없어 

shell vial을 대신해서 PET plate를 사용하여도 좋을 것으로 판

단된다. 다만 Chlamydia 배양검사 의뢰 건수가 적은 경우 well 
간의 오염 방지를 위해 plate 형태보다는 shell vial과 같이 하나

씩 사용할 수 있는 용기가 더 편리할 것으로 생각된다. 
  기존에 발표된 논문들[21-25]에 비해 양성률이 높았던 이유

는 배양 검사가 의뢰된 총 117검체 중에서 잘못된 검체 용기를 

사용하거나 오염되고 검사 시간이 지연된 경우와 배양 과정 중

에 오염이 의심되는 경우를 제외한 46검체의 결과만을 비교하

였고, 대부분의 검체는 응급실 내원 당일 신속히 검사가 의뢰

되었기 때문이라 생각된다. 또한 간접면역형광염색을 위해 

Chlamydia genus-specific monoclonal antibody를 사용하였기 

때문에 비특이적인 반응도 고려해야 하겠지만, C. pneumo-
niae-specific monoclonal antibody를 사용하여 추가 확인 검사

를 시행하지 못하였다. 검사 결과가 달랐던 4예 중 shell vial에
서 양성이면서 PET plate에서 음성인 2예와 shell vial에서 음성

이면서 PET plate에서 양성인 1예는 모두 MIF 결과가 IgM 
1:16으로 양성 소견을 보였는데 이 중 PET plate에서 음성을 보

인 2예에서는 4-well plate 사용으로 다른 검체와 함께 검사하

기 위해 shell vial보다 검체를 더 오래 보관 후 실시하였기 때

문에 균의 활성이 떨어져 음성으로 나타날 수 있었을 것으로 

추측된다. Shell vial에서 음성이면서 PET plate에서 양성인 다

른 1예는 MIF 결과가 IgM negative, IgG 1:32로 음성 소견을 
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보였지만 83세 환자로 재감염의 가능성이 있어 양성을 완전히 

배제할 수는 없었다. 정확한 판정을 위해서는 회복기 혈액으로 

IgG 추적 검사를 실시하거나 계대배양이나 종특이적 단클론 

항체 염색, PCR 검사를 추가로 시행하여야 할 것으로 보인다

[11,12]. 
  본 연구는 검체수가 적고 주로 고연령대 환자가 많았다는 제

한점이 있지만 10년 이상의 C. pneumoniae 배양 검사 경험을 

바탕으로 shell vial과 PET plate만 달리하고 동일한 검사 조건

과 방법으로 실시되었기에 결과 비교에는 크게 무리가 없을 것

으로 생각된다. 그러나 5일 이상의 긴 배양기간에 비해 환자들

의 재원 기간이 짧아 이후의 추적 검사나 추가 검사를 시행하

지 못하였는데 이에 대한 보완이 필요할 것으로 생각된다. PET 
plate를 이용한 C. pneumoniae 배양은 shell vial과 비슷한 결과

를 보여 앞으로 검사실에서 사용 가능하다고 여겨진다. PET 디
스크는 세포의 동결과 해동이 수월하여 세포주를 배양하여 디

스크를 바로 냉동 보관할 수 있고, 디스크를 여러 개로 절단할 

수 있으므로 면역형광염색뿐 아니라 Giemsa 염색이나 요오드 

염색을 동시에 시행할 수 있을 것이다. 또한 C. pneumoniae 진
단을 위한 배양 외에도 항생제 감수성 검사, MIF 검사를 위한 

항원 추출, 새로 소개되고 있는 Chlamydiae FISH (fluorescence 
in situ hybridization) 검사[26]에도 이용할 수 있을 것으로 기대

된다. 
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=국문초록=

Collagen-coated Polyethylene Terephthalate 디스크 Plate와
Shell Vial을 이용한 Chlamydophila pneumoniae 배양법의 비교

경북대학교 의학전문대학원 임상병리학교실 

김미혜, 이원길 

배경: 호흡기 감염의 중요한 원인 중 하나인 Chlamydophila pneumoniae의 정확한 진단을 위해서는 세포 배양을 통해 C. 
pneumoniae의 검출을 확인하는 것이 중요하다. 최근 콜라겐이 코팅된 polyethylene terephthalate 디스크(PET 디스크)를 

polyester plate 용기에 넣어 사용하는 제품(CorePath, Daegu, Korea)이 개발되어 세포 배양에 이용되고 있다. 이에 저자는 

PET 디스크 plate의 유용성을 평가하고 기존의 방법과 비교하기 위해 본 연구를 실시하였다. 
방법: C. pneumoniae 배양이 의뢰된 환자 46명에서 채취한 29개의 객담과 17개의 혈액 검체를 대상으로 shell vial과 PET 
디스크 plate (4-well)를 이용하여 배양하였고 결과가 상이한 경우 microimmunofluorescence (MIF) 결과를 비교하였다. 
결과: HeLa-229 세포단층은 모든 shell vial과 PET 디스크 plate에서 관찰되었으며, 양성인 경우 C. pneumoniae 배양 결과 

세포질 내에 하나의 둥근 봉입체가 형광 염색되었다. 두 검사법에서 판정이 일치하는 경우는 양성 20예와 음성 22예, 
총 42예로 91.3%의 우수한 일치율(k=0.826)을 보였다. 
결론: PET 디스크 plate 배양법은 shell vial법의 결과와 비교하여 우수한 결과 일치율을 보였으며, 또한 plate와 디스크를 

다루는 데에도 어려움이 없어 shell vial의 cover glass를 대신하여 PET 디스크 plate를 사용하여도 좋을 것으로 판단된다.
[대한임상미생물학회지 2010;13:73-78]
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